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インスリン受容体と三量体型 GTP 結合タンパク質 Gq 共役受容体シグナル
伝達系聞のクロストークに関する研究
大 西哲生
徳島大学分子酵素学研究センター・分子遺伝学部門（主任：姥名洋介教授）
（平成 9 年1 月25 日受付）
インスリンは，チロシンキナーゼ活性を持つ特異的レ
セプター I) を介し，糖取り込み促進をはじめとする，多
様な生理作用を発揮する 2,3 ）。 一方，三量体型 GTP 結合
タンパク質（G-protein ）は，各種リガンドのレセプター
と共役して下流にシグナルを伝達する。今回， G-protein
の中でも Gq と共役するブラジキニン B 2受容体4）を安
定発現する CHO (Chines hamster ovary ）細胞を確立，
インスリンおよび Gq 共役受容体シグナル伝達系の相互
作用を検討した。ブラジキニン存在下で，イ ンス リンに
よる A kt キナーゼと PI3 ーキナーゼの活性化，グリコー
ゲン合成の促進が抑制された。このことは Gq シグナル
伝達系がインスリンシグナル伝達系に対し，抑制的に働
く分子メカニズムの存在を示している。それに対して，
グルコーストランスポーターのトランスロケーションに
おいて，ブラジキニンはインスリンの効果に部分的相加
性を示した。
インスリンは細胞増殖因子の一種であるが，糖取り込
みの促進，グリコーゲン合成の促進，脂肪分解の抑制な
どの多様な生理活性を持つホルモンである。インス リン
リセプター I）の細胞内 ドメインには，チロシンキナーゼ
活性を担う領域があり，インスリン刺激によりその酵素
活性が上昇する。IRS - l 5l , IRS -2 6>, IRS -3 7>, Shc8 > 
などの一連のアダプタータンパク質がその基質となり，
チロシンリン酸化されたこれらの基質がさらに下流に情
報を伝達する役割を果たしている。これらのアダプター
タンパク質のリン酸化は， R as/MAP キナーゼカスケー
ドや p85/pl0 型 PI3 －キナーゼの活性化を引き起こ
す2,3 ）。インスリンに特徴的な，細胞内への急速なグル
コース取り込み促進作用は，細胞内小胞上の主にグル
コーストランスポーター 4 型（GLUT 4 ）が細胞膜に移
行（トランスロケーション）することによると考えられ
ているが， この過程には PI 3 －キナーゼが必須の役割を
果たす9, 10 ）一方， Ras ／’MAP キナーゼカスケードは関与
しない1 ）ことが明らかにされている。さらに最近， PI 3 -
キナーゼの下流でプロテインキナーゼ Akt (PKB , Rae-
PK ）が活性化され12, 13 ），その活性化が GLUT4 トラン
スロケーションに重要で、ある可能性が示唆された14 ）。
一方， K ishi ら15）は， 三量体型 G-protein の一種であ
る Gq 共役受容体刺激によってインス リンと同様，
GLUT4 トランスロケーションが引き起こされること，
一方，そのシグナル伝達にはインスリンと異なり PI3
キナーゼの活性化は必要でないことを明らかにした。
しかしながら，イ ンス リンと Gq 共役受容体のシグナ
ル伝達経路において， 上流からの情報が何らかの分子に
収赦しているのか，それぞれの経路がどのような相互作
用をしているのかということについては，ほとんど調べ
られていない。そこで，両シグナル伝達の関係を明らか
にする目的で， Gq に共役する 2 型ブラジキニンレセプ
ターを強制発現させた CHO 細胞 （C HO-BK 2 R）を確
立し，インスリン レセプター及び IRS lのチロシンリ
ン酸化， PI 3 －キナーゼの活性化， Akt 活性化， GLUT
4 トランスロケーショ ン，グリコーゲン合成等について
検討を加えたので，その結果を報告する。
方 法
1 .細胞
C HO ・BK 2R 細胞は， GLUT4myc を安定発現する
Ch in es ham ster ovary 細胞（C HO- GLUT 4 myc)l6 ）へ，
ヒト 2 型ブラジキニンレセプター（BK 2 R ) cD NA を
リポフェクション法により安定導入して作製した。BK
2R を発現する複数の細胞クーロンを分離，解析し同様
の傾向を示すこ とを確かめた。確立した細胞を CHO -BK
2R と名付けた。細胞は10%FCS (feta l ca lf seru m ）を
哲生
6 . In vivo Pl 3 , 4 , 5 P3 産生量の測定
細胞を25μCi [32 P] orthopsphoric acid で90 分間ラ
ベルした後，種々のリガンドで50 秒刺激した。リン脂質
をクロロフォルム／メタノール／ 1% 過塩素酸 (lo:
5 : 3.6 ）混合物で抽出し， methylain により脱アシ
ル化したリン脂質を，陰イオン交換カラム SAX
(Waters ）を装着した HPLC (HIT ACRI ）で展開し，
各画分のシンチレーション測定を行った。in vitro 
で32 p－標識した glyceroPI 3 , 4 , 5 -P3 を用い，あらか
じめその保持時間を決定しておいた。0. 04M -0. 85M NH 4 
H 2P0 4, pH3. 8, 82 分間のグラジエント条件で分離した。
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図 l A, B に示すように，インスリンはレセプタ－~
サブユニット （IR~）内への自己リン酸化と，基質タン
パク質の一つである IRS - 1 (insulin recptor substrate-
1 ）のチロシンリン酸化を促進する。これらのリン酸化
充進はブラジキニン（BK ）によっては起こらない。興
味あることに，インスリン， BK の同時刺激においては
インスリン単独刺激に比べて， IR 戸.
リン酸化がともに60% 程度抑制されることがわかった。
plOα ／p85 型 PI 3 －キナーゼはチロシンリン酸化された
IRS- 1 により活性化されその酵素産物の一つ PI 3
プラジキニン，インスリン，ブラジキニンとインスリンの
混合物刺激によるインスリン受容体 p サプユニ ッ ト （IR~）.
IRS- 1チロシンリン酸化に及ぼす影響。
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一一一細胞をバッファーのみ（一）， 1 xlO 1M プラ ジキニ ン
(BK ) , 3 xlO 1M インスリン （Ins .） ，プラジキニンとインスリ ン
の混合物 （それぞれ l x10 -1M 3 xl0 -7M ）で 5分間処理した。抗
インスリンレセプター抗体 （A ），抗 IRS - 1抗体 （B）による免疫
沈降物を，抗リン酸化チロ シン抗体によるウエスタンプロットで
解析した。AB 共に複数の実験のうち典型的な結果を示した。
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加えた Fl2 培地で維持した。
2. Akt キナーゼアッセイ
各種のリガンドで細胞を刺激後， 1 %Nonidet P-40 を
含むバッファーで破砕し 可溶性タンパク質を 7 %SDS 
-PAGE で分離し，抗 Akt 抗体と ECL System (Amer-
sham ）を用いたウエスタンプロットを行った。抗； Akt
抗体は，ラット Akt2 の C 末端に対応するペプチド
(SLELDQRTHFPQFSYSASIRE ）をキャリアータンノf
ク質 KLH (keyhole lempt hemocyani ）に結合させた
ものでウサギを免疫することによって得た抗血清から，
抗原ペプチドによるアフィニティー精製により分離した。
3. グリコーゲン合成アッセイ
0. 2mM glucose とトレーサー量の［3H] glucose の存
在下，各細胞を60 分間種々のリガンドで刺激した。続い
て，細胞内のグリコーゲンを20%KOH 存在下，氷冷エ
タノールで沈殿させ，取り込まれた［3H] glucose の量
をシンチレーションカウンターにより測定した。
4. GLUT 4 myc トランスロケーションアッセイ
Kishi らがすでに報告している方法15 ）によった。24 穴
培養ディッシュ上の細胞を種々のリガンドで処理
し， 2% パラホルムアルデヒドで固定した後，抗 c-my
ウサギポリクローナル抗体に引き続き西洋ワサビペルオ
キシダーゼ標識抗ウサギ Ig 抗体をそれぞれ加えて十分
に洗浄した。結合抗体量を ECL (Amersham ）システ
ムと化学発光測定装置（アトー）の組み合わせにより化
学発光強度として測定し，細胞表面上の GLUT4myc
の相対量とした。
5. Pl 3－キナーゼアッセイ
各種のリガンドで細胞を処理した後， 1 %Nonidet P-
40 含有バッファーで細胞を破砕，遠心分離によりライ／
セートを得た。ライセート（20μg タンパク質相当量）
に，抗リン酸化チロシン抗体 PY-20 もしくは plOα の
C 末端20 アミノ酸に対する抗ペプチド抗体と， Protein
A-sepharo (Pharmci ）を使って免疫沈降を行い， 0.2
mg/ ml phosphatidylinosito, 0. 2mg/ ml phoshatidyl-
serine, 12 仰M adenosine, 20mM Tris-HCl, pH7. 5, 2 
m M  MgClz, lOμM ATP, トレーサー量［γ32P] ATP 
を含む反応バッファーを 十分に洗浄した免疫複合体に
加え， 30 ℃で10 分間反応させた。クロロフォルム／メタ
ノール混合物で抽出したものを 薄層クロマトグラ
フイープレート上で展開しオートラジオグラフィー解析
を行った。オートラジオグラム上の［32P] PI 3 -P のス
ポット強度を PI 3 －キナーゼ活性とした。
2 
3 
図3 ブラジキニン、インスリン、プラジキニンとインスリンの
混合物刺激による Akt キナーゼ活性，グリコーゲン合成， GLUT
4トランスローションに対する影響。
A 
インスリン受容体と Gq共役受容体シグナル伝達系聞の相互作用
ブラジキニン，インスリン，プラジキニンとインスリンの
混合物刺激による PI3 －キナーゼ活性化とその酵素産物の
蓄積に及ぼす影響。
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－ Aには Akt の活性を抗Akt-C 末端抗体によるウエスタンプ
ロットにより解析した結果を示した。Akt は非リン酸化型、 p-Akt
はリン酸化型Akt の位置を示す。Bでは図 lと同様に D- [3H] 
glucose 存在下、細胞を60分間インキュベートしてグリコーゲン
合成に対する効果を示した。 Cは図 lと同様に細胞を10分間処理
して GLUT4 トランスロケーションに対する効果を示した。Aは
複数の実験のうち典型的な結果を示した。B. Cは少なくとも 3回
の独立な実験での平均±標準誤差を示した。 Aは複数の実験のう
ち典型的な結果を示した。
インスリンによる Akt のリン酸化型の生成量が抑制さ
れ，その分だけ非リン酸型（Akt ）が増加する。このこ
とは， Akt キナーゼj舌↑生においても， BK はインスリン
の効果に対して抑制的に働くことを示している。
インスリンの重要な生理作用の一つにグリコーゲン合
成促進がある。図3B に示すように， CHO-BK2R 細胞
においてもインスリンにより 4倍程度の合成促進が見ら
る ， B には の は IR~ IR 1, 
PI3 －キナー ゼ， Akt の場合に見られるように， BK存
在下においてはインスリンによるグリコーゲン合成促進
は抑制される。
インスリン刺激により，標的細胞内の細胞内膜画分に
存在する 4型グルコーストランスポーター（GLUT 4) 
は，細胞表面へ移行（トランスロケーショ・ン）するが，
このことがインスリンによる細胞内への急速なグルコー
ス取り込み促進に中心的な役割を果たす。図3C に示す
ように， CHO-BK2R 細胞においてもインスリンはトラ
ンスロケーションを引き起こす。特徴的なのは，今回調
べたかぎりの指標に影響を及ぼさなかった BK単独処理
によってもトランスロケーションが引き起こされること
塁i ＋ 話
一一一図 lと同様に5分間細胞を処理した後，抗ホスホチロシン
抗体または抗PI3 －キナーゼplOα サブユニット抗体で免疫沈降，
その免疫沈降物中の PI3 －キナーゼ活性を測定した（A）。矢印の
先は薄層クロマトグラフイーにおける展開開始点（Ori.),
phosatydlinostl 3 -phosate (PI ）の位置をそれぞれ示すo
[32PJ 正リン酸で細胞を標識した後，図 lと同様に50秒間処理し
た。抽出したリン脂質を SAX HPLC カラムで展開， PI 3に取り込
まれた辺Pの量を測定した（B）。Aでは複数の実験のうち典型的
な結果を示し， Bでは3回の独立な実験の平均±標準誤差を示し
た。
( phosatidylnositl 3 , 4 ,  5 -trisphoate ）が細
胞内に蓄積することが知られている。そこで各刺激によ
るPI3 －キナーゼの活性と PI3 の量についても検討を
加えた。その結果，抗plO-C 末端抗体と抗ホスホチロ
シン抗体による免疫沈降物中の PI3 －キナーゼ活性化に
ついては， BK の単独での効果は見られないが，インス
リンによる PI3 －キナーゼの活性化を BK は部分的に抑
制し（図2 A），インスリンによる PI3 の蓄積も BK に
より抑制された（図2 B）。Akt (PKB, Rae-PK とも呼
ばれる） 12.3 ）は PI3 －キナーゼの下流因子のーっとして
同定されたタンパク質セリン・スレオニンキナーゼの一
種であり，活性化に伴いその分子内にリン酸化が引き起
こされること，その結果として SD-PAGE 上での移動
度の減少が観察されることが報告されている。図3A
に示すように， CHO-BK2R 細胞においてもインスリン
は，リン酸化型Akt (p-Akt ）を増大させAkt の活性化
を起こすことがわかる。しかしながら， BK単独ではそ
の効果が見られない一方 インスリンと共存させた場合
話
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である。さらに，インスリンの効果に対して BK は抑制 する α1 －アドレナリン受容体のアゴニスト刺激が
作用を示さず，部分的ではあるが相加的な効果が見られ GLUT4 トランスロケーションをひき起こすことを報告
た。
考察
今回， Gq シグナル伝達系の作動により，インスリン
レセプターキナーゼの部分的な活性抑制と，それに伴う
IRS- 1のリン酸化減少が引き起こされることを示した。
このことは，インスリンによる PI3 －キナーゼの活性化
とその酵素産物の細胞内蓄積を BKが抑制することの一
次的な原因と考えられ さらに BK による Akt の活性
化抑制も同様に説明できる。インスリンによるグリコー
ゲン合成促進の分子メカニズムについては，長年多くの
研究がなされてきたが，グリコーゲン合成酵素の活性を
直接制御する酵素である GSK- 3  (glycoen synthae 
kinase- 3）がAkt の基質となり，インスリン刺激によ
りGSK-3 の酵素活性が抑制され結果としてグリコー
ゲン合成が促進される17）ことが明らかにされている。BK
がインスリンによる Akt 活性化を抑制することは， BK
の持つグリコーゲン合成の抑制作用を少なくとも部分的
には説明できる。
Gq共役受容体がどのようにしてインスリン受容体の
活性を抑制するのかについては，興味ある問題である。
Gqのエフェクターのーっとして phosliae C 戸
） る ） ， ~ の 化は I
の代謝回転を充進させ その結果プロテインキナーゼC
(PKC ）の活性化がおこる19）。 さらに，インスリンによ
るインスリン受容体脱感作には PKC による受容体のリ
ン酸化が関与することが指摘されている20）。 したがって，
BK によるインスリン受容体活性化抑制作用も PKC の
活性化に依存している可能性がある。しかしながら，ホ
ルボールエステルPDBu (phorbl 12, 13-dibutylae) 
による長時間処理で細胞内から PKC を消失（ダウンレ
ギ、ユレー ション）21）させても BK の効果は抑制されな
い（データは示していない）ことから，その可能性は低
いと考えられる。その他の可能性として何らかの分子メ
カニズムによる細胞膜表面のインスリン受容体分子自体
の減少や，インスリン受容体を脱チロシンリン酸化する
酵素の活性化，リン酸化を含むレセプター自身の分子内
修飾などがあげられるが，これからは検討課題である。
CHO-BK2R をBK刺激することによりトランスロ
ケーシヨンが観察されたが，すでに Kish らは， CHO
細胞に加え 3 T 3 -Ll脂肪細胞においても， Gq と共役
している15）。これらのことは， Gq共役受容体は，その
種類に依存せずトランスロケーションを起こすシグナル
伝達系を作動させる能力を有する可能性を示している。
インスリンによるトランスロケーションにおいては PI
3 －キナーゼが必須の役割を果たすが， BK によるトラ
ンスロケーションはPI3 －キナーゼ阻害剤 wortmani
に対して非感受性である（データは示していない）。 こ
のことにより， BK刺激ではPI3 －キナーゼ活性化もそ
の酵素産物の蓄積も起こらないことと併せて， BK によ
るトランスロケーションにはPI3 －キナーゼが関与しな
いことが示唆される。最近， G-protein のエフェクター
のーっとして plOy 型PI3 ・キナーゼ2）が同定されてい
るが， CHO 細胞においてその活性は検出されないし，
BK刺激によってもその酵素産物の蓄積が起こらない。
さらに，インスリン刺激時に BK を共存させると， トラ
ンスロケーションに対して部分的ではあるが相加的に働
くことが示された。このこともインスリンによる GLUT
4のトランスロケーションと， BK による GLUT4 のト
ランスロケーションが別々の経路を介していることを示
唆している。
最後に， Gq シグナル伝達系がインスリンシグナル伝
達系に対して抑制的に働く分子機構が存在することは，
インスリン非依存性糖尿病（NIDM ）に見いだされる
末梢組織でのインスリン抵抗性23）の発症機構に，何らか
のG-protein と共役するレセプターと，そのリガンドが
関与している可能性を示唆するものかも知れない。
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Studies on the crostalk betwen insulin-and G-protein-coupled receptor-mediated signal 
transduction pathways 
Tetsuo Ohnishi 
Division of Molecular Genetics , Institute for Enzyme Research, The University of 日kushima, Tokushima 
(Director : Prof Youske Ebina) 
SUMMARY 
Insulin exrts diverse physiological e百ects, whic are mediat by its specific recptor 
with intrinsic protein tyrosine kinase activity. On the other hand, hetrotrimeric G-
proteins, consisting of α，R and y subunits, are coupled to specific recptors for many ligands. 
and transmit the signal to the downstream e旺ectors. Kishi et al. have already reported that 
stimulation of Gq-coupled recptors can induce GLUT 4 (glucose transporter type 4) 
translocation to the cell surface in an insulin-indepndet maner in CHO cells and 3T-Ll 
adipocytes. In this study , we have established CHO (Chines hamster ovary) cells stably 
expresing Gq-coupled bradykin receptors, in order to examin crostalks betwn insulin-
and G-protein-coupled recptor-mediated signal transduction pathwys. 
Insulin enhacd insulin recptor kinase activity, IRS-1 (insulin recptor substrate-I) 
tyrosine phosphorylation, PI 3・kinase and Akt kinase activities, and glycogen synthesis, and 
induced GLUT 4 translocation in this cell line. Bradykin treatment inhibited the insulin-
stimulated recptor kinase activity, IRS-1 phosphorylation, PI 3-kinase and Akt kinase 
activities, and glycogen synthesis, while bradykin itself had no efects on the insulin 
recptor kinase, IRS-1, PI 3-kinase, Akt kinase, and glycogen synthesi . Thes results 
showed that Gq signaling interferes insulin recptor signaling at least in the early step (s) 
including insulin recptor kinase activation. The Gq-mediat inhibition of insulin signal 
may explain some insulin resistant states aperd in no-insulin-depndent diabetes 
melitus . 
Key words: insulin receptor, G-protein , crostalk, glucose transporter, glycogen synthesi 
